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1. RESUMEN

La necesidad de contribuir en el desarrollo de una apicultura que garantice el buen desarrollo de
las colmenas en el estado de Nayarit, inspird en realizar la presente tesis doctoral, por lo que se
desarroll6 una investigacion donde se eslabonaron dos temas fundamentales en el desarrollo de
la cria de abejas reinas. EI primer objetivo se basé en la evaluacion sanitaria de las colmenas
formadoras de ndcleos de fecundacion, mediante el diagndstico de la presencia de parasitos y
micromisetos. El segundo objetivo fue identificar la especie de Varroa encontrada en las
colmenas formadoras de nucleos de fecundacion, mediante el analisis morfométrico el cual se
basa en la medicion de algin segmento del cuerpo, utilizando principalmente los conceptos de
tamafio y forma. Identificar la especie predominante de Varroa es de importancia debido a que
se considera como el principal patdgeno de mayor importancia sanitaria y econémica, debido,
a que es un vectorde enfermedades infecciosas asociadas con trastornos del colapso de las
colmenas. Con la finalidad de erradicar o reducir la presencia de este patogeno y el
microsporidio Nosema el tercer objetivo se basé en evaluar la eficacia del timol sobre la
presencia de Varroa y Nosema, el timol es un agente natural de baja toxicidad con funciones
acaricidas y anti fangicas que no afecta la productividad de las colmenas lo que puede garantizar
el buen desarrollo de las reinas, asi como la salud de las colmenas donde seran liberadas. En
este sentido se hizo uso de otra alternativa que se basa en la identificacion y seleccion de
poblaciones resistentes a diversas enfermedades y de caracteristicas productivas deseables, es
decir gque el cuarto objetivo se basé en evaluar las poblaciones de Apis mellifera predominantes
mediante los pardmetros morfométricos y fenotipicos de comportamiento (defensivo, higiénico,

forrajero y condicién de la colmena).

Siguiendo el orden de los objetivos antes mencionados, y con respecto al primero, encontramos
que durante el invierno de 2016, de 148 colmenas formadoras de nucleos de fecundacién
muestreadas, 33.78% presentaron mono infestacion por Varroa, 10.13% presentaron mono
infeccion por Nosema y 45.27% coinfestacion. En el verano de 2016 de 91 colmenas evaluadas
39.56% presentaron mono infestacion por Varroa, 5.59% mono infeccion por Nosema'y 26.37%
coinfestacion. Atraves de la identificacion morfométrica de 150 acaros de Varroa se determino

que la especie predominante fue Varroa destructor, no habiendo evidencia morfométrica de la
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infestacion por otras especies del género Varroa. Con el uso del timol la prevalencia de la
varroasis disminuyé del 96.92% pre tratamiento al 56.92% pos tratamiento, por lo que la
prevalencia redujo en un 41.27%; por el contrario, la nosemosis fue mayor en 7.4%, de un
76.92% pre tratamiento a 83.08% pos tratamiento. Atraves de la evaluacién morfométrica los
resultados indicaron que el 87.69% de las colmenas evaluadas presentaron un morfotipo hibrido,
el 17.6% europeo y el 4.6% africano; mediante el andlisis fenotipico se lograron identificar 7
fenotipos perteneciendo el 12.3% al fenotipo A, 4.61% al B, 9.23% al C, 3.07% al D, 21.53%
al F, 1.53% al G, siendo el fenotipo E con 47.69% el que mejor comportamiento fenotipico

presento.

Se concluye que en las colmenas destinadas para la formacion de nucleos de fecundacion hay
mayor presencia de Varroa y Nosema en invierno en comparacién con el verano.
Morfométricamente se determind que el 100% de los &caros evaluados pertenecieron a la
especie Varroa destructor. En cuanto a nosemosis se determind que Nosema ceranae es la
especie dominante por lo que se sugiere que ha reemplazado a su congénere Nosema apis. El
timol fue eficaz contra la presencia de Varroa, pero no, contra la de Nosema. Respecto a la

seleccidn fenotipica consideramos que el fenotipo E es el mas adecuado para la seleccion.



2. INTRODUCCION

La poblacion de abejas domésticas o abejas de la miel descrita por Lineo en 1758 y otras
especies del mismo género Apis han sufrido severas pérdidas en los ultimos afios registrando
una mortalidad de alrededor de 30% cada afio desde el 2007, por lo que se tienen evidencias
precisas en los paises desarrollados como Estados Unidos de América (USA) donde la poblacién
de abejas se ha reducido entre un 30% y 40% (Lebuhn et al., 2013), y en la Unién Europea (UE)
la mortalidad ha sido del 20% (Comision Europea, 2013). Segun el informe del Programa de
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA, 2011), menciona que en los ultimos afios
el problema se ha extendido a Australia, China, Japon y el Norte de Africa y en la rivera del
Nilo, no siendo la excepcion México, donde se han observado pérdidas de 0.2 millones de
colmenas (SAGARPA, 2016). La muerte masiva de colonias enteras se debe a un fenémeno
mundial multifactorial, por lo que se le ha atribuido a factores ambientales, quimicos tales como
los insecticidas (neonicotinoides clotianidina, tiametoxam e imidacloprid) (Genersch et al.,
2010, Cox-Foster et al., 2007, de Miranda et al., 2010), y diversas enfermedades causadas por
agentes patdgenos virales, bacterianos fungicos y parasiticos que se han descrito hasta la
actualidad en las abejas (Allen y Ball, 1996).

En la apicultura la varroasis y la nosemosis son las enfermedades consideradas de mayor
importancia sanitaria y econémica debido a que son vectores de enfermedades infecciosas
asociadas con trastornos del colapso de colonias (Genersch et al., 2010). La primera es causada
por ectoparasitos que se alimentan principalmente del tejido corporal graso de la abeja (Ramsey,
2017), mermando su desarrollo, la longevidad de las castas de abejas y su capacidad productiva.
La segunda es una enfermedad causada por un microsporidio que vive en las células epiteliales
del intestino medio de las abejas, donde cumple su ciclo de vida (Forsgren y Fries, 2010),
reduciendo la actividad productiva de las abejas durante las estaciones mas frias del afio
(Gisder et al., 2011); por lo anterior, actualmente existe la tendencia internacional de vigilar la
buena salud de las abejas mediante un diagnostico oportuno, métodos innovadores de control
mediante productos naturales y la obtencidn de colmenas resistentes a los diferentes vectores

dafinos (Invernizzi et al., 2009).



Con la finalidad de erradicar la presencia de Varroa y Nosema actualmente se han utilizado
diferentes tratamientos. Para el control de Varroa se han usado acaricidas quimicos como:
fluvalinato y flumetrina, los cuales contaminan los productos de las colmenas y causan la
resistencia de los parasitos (Ball yBailey, 1991, Wallner, 1999, Kanga et al., 2003). En cuanto
al control de la nosemosis, en la actualidad no hay productos aprobados para su control, sin
embargo, los apicultores han utilizado el antibidtico fumagilina el cual esta prohibido, debido
al riesgo de contaminacion de la miel (Martin, 2003), ademas que causa la mortalidad de las
abejas (Fries et al., 1996a, Williams et al., 2008, Higes et al., 2011), en este sentido, existe una
constante urgencia para identificar algunos agentes naturales de baja toxicidad con funciones
acaricidas y antifungicas que no afecte la productividad de las colmenas, entre los que estan el
acido formico, aceite esencial de timol, mentol y alcanfort (Llorente et al., 1996, Espinosa-

Montafio y Guzman-Novoa, 2007b).

Otra estrategia para mejorar la salud y productividad de la colmena ha sido la seleccion y
conservacién de poblaciones de abejas locales, mediante evaluaciones morfoldgicas,
biogeogréaficas, fenotipicas y moleculares; las cuales son importantes para determinar la
expresion de caracteristicas simples y complejas de la naturaleza de las abejas (Schuster y Cruz,
2004). En este sentido, se ha despertado el interés por descubrir las bases del comportamiento
de las abejas, especialmente de las caracteristicas productivas (Page Jr y Peng, 2001), las cuales
son de importancia para el apicultor, debido a que el comportamiento higiénico es una
caracteristica relacionada con la resistencia a diversos patdgenos, mientras que el
comportamiento forrajero es una caracteristica relacionadas con la produccion de miel y el
comportamiento de docilidad es de importancia para el manejo de las colmenas. Sin embargo,
para que esto sea posible se requiere solucionar un nimero importante de problemas técnicos
para aprovechar toda la informacion disponible de un modo eficiente, lo que permitiria la
supervivencia de las poblaciones de abejas locales con caracteristicas deseables asegurando asi
la biodiversidad (Andere et al., 2011, Smith, 1991).

En este sentido el mejoramiento de las poblaciones de abejas radica en promover el desarrollo
de verdaderos ecotipos en los distintos ambientes ecoldgicos creando una importante diversidad
genética, lo que es fuente de riqueza invalorable para el trabajo de seleccidn (Cobey et al., 2012);

por lo que vale la pena estudiar el comportamiento de las colmenas, sin olvidar, que se hace
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referencia a combinaciones génicas y a conjuntos de poblaciones genéticamente diferenciadas,
las cuales pueden cambiar drasticamente de una generacién a otra simplemente por azar debido
a la deriva génica (Primack, 2006); es decir, que hacer unicamente uso de la genética no es
suficiente para mantener la biodiversidad por un tiempo indefinido, por lo que el eslabonamiento
de diferentes disciplinas como la parasitologia, genética, reproduccion y criobiologia juegan un
papel importante para la conservacion de especies en peligro.

Actualmente existen diversos métodos para reproducir las poblaciones de abejas A. mellifera,
como la inseminacion instrumental (Collins et al., 2004, Cobey et al., 2013), la cual es
fundamental en los programas de mejoramiento genético, ya que permite la inseminacién de
reinas altamente productivas con zanganos de colmenas con caracteristicas productivas
deseadas. No obstante, para que la inseminacion instrumental sea eficiente es necesario que el
semen que se utiliza sea de calidad, ya que es un componente critico para lograr resultados
favorables (Cobey, 2007), sin embargo y a pesar de su importancia este tema es poco estudiado.
Actualmente solo existen alrededor de 15 publicaciones en revistas cientificas sobre el impacto
inherente a las células espermaticas, donde investigadores como Nur et al. (2012), Hopkins y
Herr (2010) y Taylor et al. (2009), han descrito variaciones en la estimacion de la concentracion,
motilidad, viabilidad e integridad de la membrana espermética. Estas variaciones son atribuidas
no solo a errores metodoldgicos, sino también a una posible variacion entre zanganos, por su

composicion fenotipica y su origen genético (Koeniger et al., 2005).

El intercambio de material genético entre diferentes poblaciones es necesario para el desarrollo
de un eficiente programa de mejoramiento genético. Sin embargo, cumplir dicho objetivo es
sumamente complicado debido al estrés provocado en las poblaciones, a los riesgos sanitarios y
al elevado costo de traslado. En este sentido, las biotecnologias reproductivas han aportado
soluciones alternativas para facilitar el manejo de poblaciones de especies en peligro como es
el desarrollo de bancos de recursos genéticos mediante la criopreservacion (Holt et al., 1996,
Wildt et al., 1997, Wildt y Wemmer, 1999). La ventaja principal de dichos bancos es que
permiten mantener la variabilidad genética de una especie en forma casi indefinida. Asi pues, el
semen de los zanganos que se almacena en estos bancos se puede utilizar durante muchos afios,
lo que reduce considerablemente la necesidad de encontrar zanganos maduros en tiempo de

escasez, permitiendo el uso de inseminacion instrumental en cualquier época del afio. A pesar
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de que estas herramientas estan disponibles en mamiferos, con alto valor genético o en peligro
de extincion, la criopreservacion de semen de zdnganos aun presenta muchas carencias
metodologicas (Roldan et al., 1992, Taylor et al., 2009).



2.1. Hipotesis

La evaluacion fenotipica de poblaciones de Apis mellifera permitird seleccionar colmenas

altamente productivas para incluirlas en programas de mejoramieto genetico.

2.2. Objetivo general

Seleccionar mediante anélisis fenotipico las poblaciones de Apis mellifera sobresalientes en
colmenas destinadas para la formacion de nucleos de fecundacion.

2.3. Objetivos Particulares

1. Diagnosticar varriasis, nosemosis y acariosis en las colmenas destinadas para la
formacion de nucleos de fecundacion.

2. Evaluar el efecto in situ del timol sobre la plasticidad morfometria de Varroa.

3. Probar el impacto del tratamiento con timol sobre la presencia de varriosis y nosemosis.

4. Caracterizar las poblaciones de Apis mellifera mediante los parametros morfométricos y
fenotipicos de comportamiento (defensivo, higiénico, forrajero y condicién de la

colmena).



Capitulo 1. Seasonal variation in the prevalence of Varroa, Nosema and Acarapis in hives

from which queen bee mating nuclei are produced.

Abstract

The presence of pathogens in fecundation hives represents a source of infection for queen bees.
The objective of this investigation was to determine the prevalence of Varroa, Nosema, and
Acarapis in hives for the production of mating nuclei (HPMN). 239 samples of adult bees of 17
apiaries of a queen bee breeding system were analyzed during the winter and summer of 2016
were analyzed. The prevalence of Varroa and Nosema were higher in winter (79.1% and 55.4%,
respectively) than in summer (65.9% and 33.0%, respectively). However, Acarapis was not
found. Varroa infestation was 2.55 + 0.82 mites/100 bees, and Nosema 145 + 24 x 103
spores/bee (Standard deviation of the mean). The probability of finding Nosema, in the presence
of Varroa, was 3.8 and 1.1 times higher in winter than in summer, respectively. We, therefore,
conclude that HPMN have a higher incidence of Varroasis and nosemosis during winter and
nosemosis increases in the presence of Varroasis. We, on the other hand, consider acariosis,

absent in the region of study.

Keywords: infection, bee, diseases, apiculture, pathogen.

Introduction

The breeding of queen bees is a primordial activity for the apiculture in the entire world because
the desired future characteristics of the hive depend on the queen bee, such as: docility, hygienic
behavior, reproductive behavior and disease resistance (Rosero and David, 2006). The entire
process of development and fecundation of the queen bee depends on the formation of
fecundation hives that are created from donor hives from which frames with disease-free brood
and adult bees are obtained constantly (Arroyo et al., 2002). These HPMN must be disease-free
because if not they can be a predisposing factor to the presence of diseases in queen bees which,
in turn, may introduce diseases into the hives for honey production (HHP) where they are freed
(Amiri et al., 2017).

Diverse diseases caused by pathogen such as: virus, bacteria, fungi, and parasites, have been

described in bees and some of them have a mayor sanitary and economic importance in

8



apiculture. Varroa is an ectoparasite, which feeds from the hemolymph from both larvae and
adult bees, affecting their development, lifespan, and reproductive capacity. This disease is
considered as one of the main threats to apiculture in the world being a vector of infectious

diseases associated with the Colony Collapse Disorder (Genersch et al., 2010).

Nosema is a microsporidian that lives in the epithelial cells of bees” mid intestine where its life
cycle is completed. It disseminates through the fecal matter infecting the youngest bees, which
are in charge of hive cell maintenance (Forsgren and Fries, 2010). Queen bees can become
infected through sexual transmission (Yue et al., 2006, Roberts et al., 2015). This disease
reduces the general activity during the coldest seasons of the year, when the levels of Nosema
increase, due to the confinement of the bees (Gisder et al., 2011).

Acarapis woodi is a tarsonemid mite, which inhabits the prothoracic trachea of the bees (Hood
and McCreadie, 2001). This parasitism reduces the breathing capacity of bees thereby increasing
the susceptibility to other diseases (Otis and Scott-dupree, 1992, Garrido-Bailén et al., 2012,
Maeda and Sakamoto, 2016). Its prevalence is greater during the colder months and its presence,
combined with Nosema and Varroa, increases the death rate in the colonies. (Koch and Schmid-
Hempel, 2011).

Due to the importance of the queen bees to the future of the hives, the diagnostic and surveillance
of the diseases must be carefully carried out, above all in the breeding systems of queen bees to
avoid dissemination of the diseases through the selling of broodstock (Genersch et al., 2010,
Brodschneider et al., 2010, Tarpy et al., 2013, Liu et al., 2016, Amiri et al., 2017). Therefore,
the objective of this investigation was to quantify the presence of Varroa, Nosema, and Acarapis
in the HPMN.

Materials and methods

The investigation took place in Tepic, Nayarit, México, located at 21° 51' y 21° 24' north
latitude, 104° 34"y 105° 05' west longitude at 915 meters above sea level. In the zone, the warm
sub-humid climate predominates with rains in the summer and the semi-warm sub-humid
climate with rains in the winter. The average annual precipitation is of 1,121 mm and the average
temperature is of 21.1 °C (Zepeda, 2005).



91 and 148 HPMN were sampled in the summer and winter of 2016, respectively. The 148 hives
sampled in winter included the 91 hives sampled in summer. The hives presented the following
characteristics: Seven spaces between frames filled with adult bees, queen with posture and two
frames with honey and pollen. Each HPMN was provided periodically with pollen substitute
and stimulation syrup 1:1. Samples were taken from to diagnose the presence and infestation
level of Varroa, Nosema, and Acarapis. For each hive, approximately 300 bees were collected,
between the third and fourth frames of the breeding chamber, and preserved in a 75% ethanol
solution until needed for analysis. Varroa infestation level was calculated using the modified
methodology of De Jong et al. (1982), which consisted of shaking the plastic jars with the bees
at 60 oscillations/minute for 10 minutes. The content was then placed in a conical recipient with
a 3 mm sieve mesh, and the sample completely covered with a 75% ethanol solution, stirred
with a crystal wand to remove the mites at the bottom of the cone, finally, the solution was sifted

through a white cloth, and the number of Varroa mites were counted.

The diagnosis of Nosema consisted of crushing 25 abdomens of adult bees in 25 ml of distilled
water. They were filtered on 0.2 mm sieves. A drop was taken from the filtrate, placed on a slide
and observed, under an optical microscope, at a magnification of 400 X. If the sample was

positive, a counting took place with the Neubauer Chamber (Cantwell, 1970).

To determine the presence of Acarapis, 20 bees, stored in 75% ethanol solution, were used. Held
by the abdomen, a transversal cut was made through the mesothorax, between the first and
second pair of legs, to expose the thoracic ring. This was placed on a slide in cranio-caudal
position and a drop of 10% lactic acid solution added. After 24 hrs, the tracheas were observed,

through an optical microscope, at a magnification of 400 X (Bailey, 1985).

The prevalence was determined by multiplying the number of hives with the presence of the
pathogen (Varroa or Nosema) by 100 and dividing by the total of hives evaluated per period.
(Moreno-Altamirano et al., 2000).

The level of Varroa infestation was determined by the formula: (number mites/ number of bees
observed)* 100 (De Jong et al., 1982); while for Nosema, it was determined by (number of
spores /80)*4 million (Cantwell, 1970).
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A Chi square-test was carried out to determine prevalence differences between both diseases,
and Student t-test for different level of infestation on winter and summer was conducted. A
Pearson correlation test was performed on levels of Varroa infestation and Nosema infection in
each season on the same HPMN as paired samples. Finally, the Odds Ratio (OR) was used to
determine if the presence of Nosema is affected by the presence of Varroa. The analysis was
made using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software version 20.0 (IBM,
2011).

Results

During the winter 148 HPNM were sampled, 50 (33.78%) presented Varroa only, 15 (10.13%)
presented Nosema only and the co-infected were 67 (45.27%). In the same sense, in summer 91
HPMN were sampled, 36 (39.56%) had a single Varroa infestation, 6 (5.59%) presented single
Nosema infection and co-infected were 24 (26.37%). In winter, the prevalence of Varroa and
Nosema were higher than in summer (p=0.025 and p=0.001 respectively) according to Chi
square-test (Table 1). In the same sense, in winter the infestation level of Varroa and the
infectation level of Nosema were significantly higher than summer (p=0.003 and p=0.008
respectively), according to Student’s t-test (Table 1). There was a positive correlation (p=0.034)
between the presence of Varroa and Nosema in winter, but there was not correlation between
Varroa and Nosema in summer (p=0.912). The Odds Ratio showed a 3.8 higher probability of
finding Nosema in presence of Varroa in the winter in comparison to the 1.1 probability in the

summer.

Table 1. Seasonal variation in the prevalence of Varroa and Nosema in the HPNM

Varroa Nosema
Period TH Prevalence VRHI Prevalence NRHI
145 x 103
Winter 148 79.1% a 255+0.82a 55.4% a +24 x 103
a
67 x 10% +
Summer 91 65.9% b 1.31+049b 33.00% b 14 % 10°b

TH= Total of Hives; VRHI= Varroa Range of the Hive Infestation (mite/100 bees);
NRHI= Nosema Range of the Hive Infestation (spores/bee), a, b different literals
indicate significant statistical difference (p< 0.05).

11



Discussion

Studies that describe the presence and quantify diseases in HPMN have not been published yet.
In the production system of queen bees in Mexico, this type of hive is subjected to the continuous
extraction of breeding frames and adult bees to create the mating nuclei. This intensive
management translated as a constant loss between the population of worker bees, breeding, and
food reserves; which, along with the constant change of frames between one hive to another, the
pillage, the stress generated by constant manipulation, and the low floral availability, cause the

predisposition to diseases (Amiri et al., 2017).

In this investigation the prevalence of Varroa in the apiaries used for HPMN was higher during
the winter (79.1%) in contrast with the summer (65.9%) having similar prevalence in hives
destined to the production of honey with similar weather conditions where the prevalence was
63.6% and an infestation rate was 2.89 * 0.79 mites/100 bees in a sub-humid tropical climate
(Martinez Puc et al., 2011); in warm sub-humid, semi-dry, semi-warm and warm climates, the
prevalence was from 63.0% up to 100.0% with infestations of 5.02 £ 0.03 a 3.51 + 0.03 mite/100
bees (Medina Flores et al., 2014b). On the other hand, Martinez-Césareo et al., (2016) reported
a prevalence of 100% in HHP with 0.5 to 22.1 mite/100 bees infestation rate in a warm sub-
humid climate; Soroker et al. (2011) and Rahimi et al. (2014) report lower prevalence in HHP,
which goes from 5% to 32% in regions with: warm, desert, and mild climates, therefore Varroa
in the HPMN is presented in similar conditions to those reported in the HHP.

In contrast with our results where the prevalence was higher in the winter, it is reported that in
a sub-humid and humid climate the presence of Varroa is higher in the summer (Hinojosa and
Gonzalez, 2004), and in another investigation it was observed that the prevalence of VVarroa was
higher in the fall (Garrido et al., 2003). Nevertheless, in warm climates, the levels of Varroasis
dropped at the beginning of the summer, Guzman-Novoa et al. (2010) and Medina-Flores et al.
(2014a) mention that the infestation of Varroa is higher in warm seasons. In this case, the
prevalence of Varroa can be directly connected to the meteorological variability and the
abundance of food, which varies considerably because of the seasonal conditions of each of the

geographic zones, and can determine the growth of the population of Varroa.
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The presence of Nosema has increased as well as the severity of the infection in hives in great
part of the world (Tapia-Gonzélez et al., 2017), meaning that the presence of this parasite in
HHP has been found in diverse regions and populations of bees, confirming its presence in a
great diversity of climates and countries such as: France, Italy, Germany, Denmark, Finland,
Sweden, Serbia, Greece, Vietnam, New Zealand, United States, Argentina, Brazil, Spain,
México, Canada and Israel (Chen et al., 2009, Martinez-Cesareo et al., 2016, Guzman-Novoa
etal., 2011, Soroker et al., 2011, Little et al., 2015, Bermejo and Fernandez, 1997); it can even
be noted that the presence of Nosema is not particular of domestic bees, been found in wild
swarms (Martinez Puc et al., 2011). In the same sense, the cases tend to increase in zones with
greater rain fall (Medina-Flores et al., 2014a). In this investigation the prevalence of Nosema in
HPMN was higher in the winter (55.4%) vs., the summer (33.0%). Nevertheless the infestation
rate was below virulent levels according to the Cantwell scale (1970). The presence of Nosema
increases bee’s death rate and the hives loss being that it deeply impacts the physiology,
behavior, aptitudes, and longevity of the bees (Holt et al., 2013).

The prevalence of nosemosis in HPMN was similar to the results found in HHP, where
prevalence of 55.1% were found in warm sub-humid climates (Bermejo and Fernandez, 1997),
67.5% in warm sub-humid and warm dry (Calderén and Sénchez, 2011), 81.8% in the sub-
humid tropic (Martinez Puc et al., 2011), 78.2% in the sub-humid and humid climates (Hinojosa
and Gonzalez, 2004), 72.5% in temperate zones (Tiranti et al., 2017), 64.0%, 91.5%, 70.0%
30.0%, 35.0% and 30.0% in warm subtropical and semiarid regions (Pacini et al., 2016), and
inferior to the 2.3% in semi-warm, semi-dry, and warm sub-humid zones (Medina-Flores et al.,
2014a). In contrast, different prevalence have been found in different seasons of the year, there
being reports of a higher prevalence during spring vs., summer (Hinojosa and Gonzalez, 2004,
Pacini et al., 2016) and in summer vs., Fall (Guerrero-Molina et al., 2016). This prevalence
variability is due to the fact that Nosema spores are resistant to the environment and can remain
viable for up to one year (Forsgren and Fries, 2010), in this sense the prevalence of Nosema in
hives varies depending on climate, type of confinement, and natural resources present in the

investigation area.

The highest presence of nosemosis can be as result of artificial feeding effect, and the increase

in rainfall; the first, increased the ingestion of food and by consequence the defecation within
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the hive, and the second, limits the exit of bees, which increments the horizontal transmission
(Tiranti et al., 2017). This explains the pattern in the winter HPMN, since the conditions that
promotes the presence of microsporidia such as: rainfall, high humidity levels, low

temperatures, the lack of flowering, and fecal contamination, are constant in this season.

In this investigation, presence of the tracheal mite Acarapis was not found in the HPMN, for
which the results match to those found in HHP in other tropical zones (Martinez Puc et al., 2011,
Martinez-Cesareo et al., 2016) and are superior in HHP in other regions with mild humid
climates (1.8%) (Calderdén and Sanchez, 2011). In warm and tempered climates in the middle
east with 13.0%, 5.5% and 4.4%, 1.0%, (Rahimi et al., 2013, Shakib and Mehdi, 2016, Khezri
and Moharami, 2017). It is possible that in regions with tropical climate, Acarapis will not be
able to develop efficiently, possibly because of the minimal variation in temperature between
different seasons. Another possibility is bee’s genetic resistance to mite (Danka R.G. and Villa
J.D. 2000) which is related to the hygienic behavior and preening (Pettis and Pankiw, 1998,
Danka and Villa, 2003) or to the inadaptability of the tracheal mite to this region. The last report
of elevated infestation was registered during the period 1985 to 1986 in the Northeast of Mexico
where infestations were found with 46.0% and 17.6% in dry, semidry and warm sub-humid

climates (Eischen, 1987), which could explain the partially low or null presence.

The co-infection of different pathogens in the HPMN has not been reported. But it is well known
that in the HHP the co-infections of Varroa, Nosema, and Acarapis are a common event. In this
interaction, Varroa diminishes the quantity of hemolymph, reduces the permeability of the mid
intestinal wall, causes a drop in hemocytes number, and blocks the proteins metabolism (Gilliam
and Shimanuki, 1967, Peroutka and Cihar, 1978, Domatskaya, 1980, Bermejo and Fernandez,
1997, Antunez et al., 2009, Fries et al., 2015). In this population study, in HPMN acariosis was
not found. But a positive correlation between Varroa and Nosema was found, which quite
possibly increases the susceptibility of the host to other pathogens infection, such as: viruses,
bacteria, and fungi. Furthermore, the association between both pathogens is considered the main
cause of high death rate in HHP (Cox-Foster et al., 2007, Currie et al., 2010). Predisposing
factors study as well as their impact and repercussion in the presence of diseases in the HPMN

must be clarified.
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Conclusion

The HPMN have a higher incidence of Varroasis and nosemosis during winter and nosemosis
increases in the presence of Varroasis, on the other hand, consider acariosis absent in the region

of study.
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Capitulo 2. Identificacion morfométrica de Varroa destructor y su plasticidad por la

exposicion a timol

Resumen

Actualmente existen cuatro especies de Varroa identificadas en todo el mundo, las cuales
presentan una alta variabilidad interespecifica e intraespecifica. El objetivo de esta investigacion
fue identificar la especie predominante de Varroa y el efecto del timol sobre la plasticidad del
acaro. Para determinar la especie y el efecto del timol sobre la plasticidad del caro se analizaron
morfométricamente 150 especimenes de 65 colmenas y 54 de 17 colmenas expuestas a timol
por 28 dias. De acuerdo a las medidas morfométricas, los acaros fueron identificados como
Varroa destructor, no habiendo evidencia morfométrica de la infestacion por otras especies del
genero Varroa. Las poblaciones de acaros difieren entre apiarios (P< 0.05), por 10 que las
variables ancho del escudo genital (P=0.013), largo del escudo genital (P=0.002) y ancho del
escudo anal (P=0.026) fueron mas variantes. Se encontraron 8 morfotipos, observandose
diferencias entre las medias de largo del escudo genital por efecto del timol (P< 0.05). Se
concluye que Varroa destructor expuesta al timol presenta una variabilidad morfométrica

intraespecifica por la adaptacion a la presion de seleccion impuesta por el acaricida.

Palabras claves: morfometria, patégeno, acaricida.

Introduccion

La Varroasis es la principal enfermedad parasitaria que afecta a la abeja (Apis mellifera) a nivel
mundial, esta enfermedad es causada por lo menos por cuatro especies identificadas: Varroa
jacobsoni Oudemans, Varroa underwoodi, Varroa rindereri y Varroa destructor (Oudemans,
1904, Delfinado-Baker y Aggarwal, 1987, De Guzman y Delfinado-Baker, 1996, Anderson y
Trueman, 2000), estas cuatro especies de Varroa afectan directamente a las crias de A. mellifera
en las etapas mas sensibles de su desarrollo ontogenético, alimentandose principalmente de la
hemolinfa de su huésped causando la pérdida de peso, disminucién del rendimiento de vuelo,
aumento de busqueda prematura de alimento, disminucion de la capacidad de aprendizaje,
disminucion de la tasa de retorno y reduccién de la vida promedio de las abejas, ademas que

presentan una funcidn patogénica de muchas enfermedades virales asociadas con trastornos del

22



colapso de colonias, por estas causas negativas se consideradas como la enfermedad més
destructiva de las abejas meliferas (De Jong et al., 1982, Duay et al., 2003, Kralj y Fuchs, 2006,
Cox-Foster et al., 2007, de Miranda et al., 2010).

Elucidar el potencial de la variabilidad genética y fenotipica relacionada con el proceso de
distribucion mundial dio lugar a una serie de estudios sobre la diferenciacion morfologica
intraespecifica del parasito (Delfinado-Baker y Houck, 1989, De Guzman y Delfinado-Baker,
1996). La plasticidad del acaro Varroa esta influenciada por la variabilidad geografica, las
condiciones climaticas naturales y también con las distintas especies hospederas (Boudagga et
al., 2003, Maggi et al., 2009, Akinwande et al., 2012, Badejo et al., 2013, Aude et al., 2016,
Dadgostar y Nozari, 2018), en este sentido, se ha demostrado que existe una gran plasticidad
fenotipica dentro de la misma poblacién de acaros en diferentes especies de abejas en todo el
mundo (Akimov et al., 2004), esta plasticidad se define clasicamente como el ajuste fenotipico
de un organismo al entorno, es decir, a la adaptacién mediante cambios morfoldgicos,
fisioldgicos y de comportamiento de los individuos permitiendo el mantenimiento de la aptitud
individual y por lo tanto, conduce a la persistencia de la poblacion y la especie (Pigliucci, 2005,
Nussey et al., 2007).

A pesar que se conocen los diferentes genotipos de Varroa poco se sabe sobre las caracteristicas
epigenéticas y las diferencias fenotipicas de las poblaciones de Varroa que afectan a las abejas
meliferas en esta region, en este sentido, es necesario el uso de técnicas de discriminacion
morfométricas (Delfinado-Baker y Houck, 1989), las cuales se basan en el analisis de
mediciones de algin segmento del cuerpo y que utiliza principalmente los conceptos de tamafio
y forma (Ldpez et al., 2002). En este sentido, mediante analisis morfométrico se identifico la

especie de Varroa predominante y si su plasticidad varia después del tratamiento con timol.

Materiales y métodos

Ubicacién del area experimental. La investigacion se realizd en el municipio de Tepic,
Nayarit, México ubicado a 21° 51'y 21° 24" latitud norte, 104° 34"y 105° 05' longitud oeste a
915 m.s.n.m. En la zona predomina el clima calido subhimedo con lluvias en verano y el
semicalido subhimedo con lluvias en invierno, la precipitacién promedio anual es de 1,121 mm

y la temperatura promedio es de 21.1 °C (Fernandez-Eguiarte et al., 2010).
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Obtencion de muestras. Se recolectaron aproximadamente 300 abejas que se localizaban entre
el tercer y cuarto bastidor de la camara de cria, dichas abejas se colocaron en recipientes con
alcohol al 70%. Las muestras se colectaron en el dia cero (previo a la primera aplicacion del
timol) y al final del tratamiento al dia 28. La obtencion de los especimenes de Varroa se realizd
utilizando la metodologia de De Jong et al. (1982), en el Laboratorio de Biologia funcional de
la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de
Nayarit.

Unidades experimentales. Para determinar las especies de Varroa y la variabilidad
morfométrica se analizaron 150 especimenes de Varroa de 65 colmenas y para determinar el
efecto de timol sobre la plasticidad de Varroa se tomaron 54 especimenes de 17 colmenas con
presencia del acaro antes y después de la aplicacion del timol. Las colmenas presentaron las
siguientes caracteristicas: siete espacios entre bastidores llenos de abejas adultas, reina con
postura y un bastidor de miel con polen, dichas colmenas fueron provenientes de 5 apiarios
destinados para la formacion de ndcleos de fecundacion de abejas reinas.

Procesamiento de &caros. Los &caros de Varroa se procesaron para su observacion siguiendo
las técnicas descritas por Krantz (1978) y Maggi et al. (2009). Cada acaro se colocé en acido
lactico al 50% durante 2 horas a 100 °C, posteriormente los acaros se almacenaron en alcohol al
50% v/v hasta su observacion. Los caracteres morfométricos se midieron usando un microscopio

estereoscOpico con un micrometro ocular a 20X.

Morfometria. Se midieron seis variables (Figura 1) en cada uno de los especimenes: ancho del
escudo dorsal (AED), longitud del escudo dorsal (LED), ancho del escudo genital (AEG),
longitud del escudo genital (LEG), ancho del escudo anal (AEA) y longitud del escudo anal
(LEA).

Preparacion del timol. Se utilizé timol cristal previamente pulverizado con una pureza del
99.0%. El tratamiento consistié en la mezcla 8 gr de timol y 32 gr de azUcar glas para obtener

una concentracion del 20%.

Aplicacion del tratamiento. Para la aplicacion se prepararon paquetes con 40 gr de la mezcla
las cuales fueron esparcidos en cuadros de papel de 20 x 20 cm sobre la camara de cria. El

tratamiento se aplicé en 3 ocasiones con intervalos de 7 dias.
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Anélisis estadistico. Para determinar las diferencias morfométricas de Varroa entre los apiarios
se realiz6 una comparacion de medias con una prueba de ANOVA de un factor, las variables
que tuvieron diferencias significativas se sometieron a un segundo analisis de comparacién
multiple post hoc mediante una comparacién de medias de Tukey. Se realizd un anélisis de
correlacion entre las variables en estudio. Para relacionar la plasticidad con el tratamiento a base
de timol se realiz6 una correlacion de Pearson. Para determinar los morfotipos se realizé un
analisis de conglomerados K medias. Para ello, se utilizé el Software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) version 20. 0 (IBM, 2011).

Figura 1. Variables medidas: (AED) ancho del escudo dorsal, (LED) longitud del escudo dorsal, (AEG) ancho del
escudo genital, (LEG) longitud del escudo genital, (AEA) ancho del escudo anal, (LEA) longitud del escudo anal.

Resultados

De acuerdo a (Anderson y Trueman, 2000) se determiné que la especie predominante en esta
region es Varroa destructor con promedios del AED (1688.40 + 33.46 um) y LED (1128.10 +
25.76 um). Las poblaciones de acaros difirieron (P< 0.05) entre apiarios (Tabla 2), por lo que
se encontrd que las variables AEG (P=0.013), LEG (P=0.002) y AEG (P=0.026) fueron mas
discriminantes en comparacién AED (P=0.086), LED (P=0.16) y el LEA (P=0.34). La variable
LEG fue la que presento una correlacion (P< 0.05) con todas las variables estudiadas, sin

embargo, su correlacion fue mayor en relacion a las variables AED y AEG (Tabla 3).
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Tabla 2. Media de las variables estudiadas (um) pertenecientes a las poblaciones de Varroa
destructor de 5 apiarios evaluados.

Apiario AED LED AEG LEG AEA LEA
1 1696 a 1140 a 721a 593 a 276 ab 129 a
2 1684 a 1118 a 718 ab 575 ab 286 a 132a
3 1666 a 1119 a 679 b 557 b 271b 125a
4 1691 a 1138 a 715 ab 594 ac 283 ab 134 a
5 1705 a 1125a 725 ac 595 ac 286 ac 131a

(AED) ancho del escudo dorsal, (LED) longitud del escudo dorsal, (AEG) ancho del escudo genital, (LEG)
longitud del escudo genital, (AEA) ancho del escudo anal y (LEA) longitud del escudo anal.

Tabla 3. Identificacion de variables discriminantes.

Variable F Sig.
AED 2.181 .086
LED 1.706 .165
AEG 3.569 .013
LEG 4.946 .002
AEA 3.039 .026
LEA 1.143 .348

(AED) ancho del escudo dorsal, (LED) longitud del escudo dorsal, (AEG) ancho del escudo genital, (LEG)

longitud del escudo genital, (AEA) ancho del escudo anal y (LEA) longitud del escudo anal.
Se identificaron ocho morfotipos. ElI morfotipo A se establecio en &caros recolectados en el
apiario 1; el morfotipo B se encontrd en &caros pertenecientes a los apiarios 1, 2; 4 y 5, el
morfotipo C, F y H se encontrd en acaros de los 5 apiarios; el morfotipo D se estableci6 en
acaros del apiario 3, el morfotipo E se encontrd en acaros de los apiario 1, 2, 4 y 5; el morfotipo
G se encontro6 en acaros de los apiarios 2 y 3. La media de cada variable estudiada perteneciente
a los ocho morfotipos de V. destructor y los resultados de ANOVA se muestraen la (Tabla4y
5). Mediante un analisis de igualdad (Tabla 6) se encontré una correlacion (P< 0.05) entre el
tratamiento y las variables AED (P=0.065) y LEG (P=0.002).
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Tabla 4. Media de las variables estudiadas (um) pertenecientes a los 8 morfotipos de Varroa

destructor.
MORFOTIPOS AED LED AEG LES AEA LEA
A 1583 1042 533 483 267 108
B 1707 1147 738 589 290 139
C 1699 1146 683 569 281 137
D 1692 1092 642 583 258 125
E 1708 1134 718 613 276 131
F 1653 1115 707 589 281 124
G 1629 1142 717 533 263 117
H 1700 1109 725 565 282 127

(AED) ancho del escudo dorsal, (LED) longitud del escudo dorsal, (AEG) ancho del escudo genital, (LEG)
longitud del escudo genital, (AEA) ancho del escudo anal y (LEA) longitud del escudo anal.

Tabla 5. ANOVA de conglomerados jerarquicos k medias

Variable Media F Sig.
AED 5673.763 15.000 .000
LED 2958.600 10.197 .000
AEG 7459.992 32.075 .000
LEG 4172.858 19.927 .000
AEA 372.733 2.415 .035
LEA 369.098 4.720 .001

(AED) ancho del escudo dorsal, (LED) longitud del escudo dorsal, (AEG) ancho del escudo genital, (LEG)
longitud del escudo genital, (AEA) ancho del escudo anal y (LEA) longitud del escudo anal.

Tabla 6. Pruebas de igualdad de las medias antes y después del tratamiento

Variables Lambda de Wilks F Sig.
AED .904 3.631 .065
LED .988 412 525
AEG .944 2.010 .165
LEG .745 11.615 .002
AEA 941 2.115 155
LEA 1.000 .000 1.000

(AED) ancho del escudo dorsal, (LED) longitud del escudo dorsal, (AEG) ancho del escudo genital, (LEG)
longitud del escudo genital, (AEA) ancho del escudo anal y (LEA) longitud del escudo anal.

Discusion

Los resultados encontrados en esta investigacion corresponden a la especie de Varroa destructor
puesto que las variables AED y LED son similares pero inferiores a los encontrados en
diferentes partes del mundo (Anderson y Trueman, 2000, Zhang, 2000, Boudagga et al., 2003,
Maggi et al., 2009, Kelomey et al., 2016), sin embargo, nuestros resultados coinciden con el
promedio general descrito para este acaro (Anderson et al., 2000), estas diferencias

morfometricas se deben a la interaccion entre el parasito y su huésped, se ha observado que

cuando el hospedador tiene variacion corporal, el parasito también cambia esta condicion
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(Giménez Martinez et al., 2017), es decir, que las variaciones morfométricas del 4caro depende
del linaje de Apis mellifera que Varroa destructor parasita, en este sentido, George y
Nascimento et al. (2004) han demostrado que la biomasa del parasito esta controlada por la tasa
metabolica del hospedador, de igual manera el tamafio de las celdas de los panales afecta el

tamarfio corporal del hospedador y en consecuencia el tamarfio de los acaros (Borsuk et al., 2012).

Los estudios de plasticidad de Varroa han encontrado variaciones morfométricas en grandes
regiones y paises como Iran, Argentina, y Ucrania encontrando has 17 morfotipos por estudio
(Anderson y Trueman, 2000, Maggi et al., 2009, Dadgostar y Nozari, 2018), sin embargo, en
un grupo de colmenas de productores locales se encontraron 8 morfotipos, lo que significa una
gran variabilidad morfométrica en una poblacién de abejas estrechamente relacionadas, por lo
gue consideramos que esta variacion depende de los regimenes de seleccion dentro de los
habitats, la migracion, las diferentes épocas de reproduccion de las abejas y a las posibles

mutaciones que el acaro pudiera presentar en el tiempo (Carroll et al., 2007).

La plasticidad fenotipica se observd claramente después de 28 dias de haber aplicado un
acaricida natural, por lo que pudimos observar una reduccion significativa en el AED y LEG,
de manera que coincidimos con Maggi et al. (2009) quien ha informado de la plasticidad
morfométrica de Varroa destructor en diferentes regiones de Sudamérica. Esta plasticidad
morfométrica se ha documentado en otras especies donde han encontrado una asociacién entre
el tamafo corporal y la susceptibilidad a los medicamentos (Bridges y Semlitsch, 2001, Oliveira
etal., 2007, Yarahmadi et al., 2009), en este sentido, las capacidades de los parasitos para ajustar
su fenotipo a un plaguicida es considerada como una estrategia de adaptacién a la intensa presion
de seleccion impuesta por el miticida causando respuestas plasticas en la alometria corporal u
ontogenética (Wu et al., 2003).

Conclusién

El 100% de los acaros evaluados pertenecen a la especie V. destructor. Se encontraron 8
morfotipos claramente diferenciados, lo que nos permiti6 comprender la variabilidad
morfometrica intraespecifica de V. destructor en poblaciones de A. mellifera geograficamente
relacionadas. Se observO una plasticidad positiva correlacionada entre el acaricida y la

disminucion de LEG, entonces, la plasticidad pos tratamiento es resultado de la adaptacién
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debido a la presion de seleccion impuesta por el acaricida, teniendo indicios de que el acaro se
adapta mediante su variabilidad morfoldgica a las condiciones adversas para su sobrevivencia y

a las colonias de abejas que parasitan.
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Capitulo 3. Eficacia del timol sobre la presencia de Varroa y Nosema en colmenas

utilizadas para formar nucleos de fecundacion.
Resumen

Actualmente existe la necesidad de utilizar productos alternativos de origen natural que no
afecten negativamente la productividad de las colmenas y que reduzcan la presencia de diversos
patdgenos. El timol es considerado como el producto natural més utilizado para el tratamiento
de la varroasis en todo el mundo y potencialmente eficaz como nosemicida. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue estudiar el impacto del timol sobre el control de la varroasis
y nosemosis en colmenas para la formacion de nicleos de fecundacion de abejas reina (Apis
mellifera). Se utilizaron 65 colmenas en las cuales se cuantificd el nivel de infestacion para
Varroa, nivel de infeccion para Nosema y las prevalencia de ambas enfermedades en la
poblacién antes y después del tratamiento, basado en 4 aplicaciones de timol al 20% en azucar
glass con intervalo de 7 dias. La prevalencia de la varroasis disminuy6 al igual que el nivel de
infestacion pos tratamiento (p< 0.05). Por el contrario, la prevalencia de la nosemosis (p> 0.05)
y el nivel de infeccion de Nosema fueron mayores después del tratamiento (p< 0.05). Se
concluye que en las colmenas para la formacion de ndcleos de fecundacién de abejas reina el

timol es eficaz contra varroasis pero no contra nosemosis.
Palabras clave: Patdgenos, abeja, varricida, prevalencia.

Introduccion

La varroasis es considerada como la enfermedad de mayor amenaza para la apicultura, ya que
provoca la muerte de las colmenas infestadas dentro de los 2 a 4 afios de iniciada la infestacion,
en este contexto ningln otro patdgeno ha tenido un impacto durante tanto tiempo en la apicultura
(Le Conte et al., 2010). La nosemosis es causada por los hongos Nosema apis o Nosema
ceranae. Estos son microsporidios que se reproducen rapidamente dentro de las células
intestinales ejerciendo un estrés energético severo en las abejas (Williams et al., 2014, Ravoet
et al., 2013); esto afecta negativamente la productividad, supervivencia, longevidad y suprime
el sistema inmunitario aumentando la vulnerabilidad de las abejas para padecer otras

enfermedades (Higes et al., 2008, Alaux et al., 2010). Varroasis y nosemosis son consideradas
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las enfermedades con mayor repercusion en las colmenas productoras de miel, informacion de

estas dos enfermedades en otros fines productivos y el efecto del tratamiento no se han descrito.

El timol es un acaricida derivado del tomillo, es una sustancia natural de bajo impacto ambiental,
baja toxicidad y no produce resistencia de la Varroa a los acaricidas (Adamczyk et al., 2005,
Montano y Guzman-Novoa, 2007), permitiendo su uso para el control de Varroa en la apicultura
orgénica, segun el reglamento de la Union Europea No. 834/2007 (Unién Europea, 2007). Por
estas razones, el timol se utiliza en concentraciones que van desde 9 g hasta 32.12 g por colmena
(Floris et al., 2004, Bulacio Cagnolo et al., 2010, Espinosa-Montafio y Guzman-Novoa, 2007a).
Siendo el varricida natural més utilizado en la apicultura los apicultores de la region utilizan el
timol en forma empirica al 20% para el tratamiento contra varroasis (Imdorf et al., 1995).
Ademas que el timol suprime el desarrollo de la vesicula de Nosema en las orugas de
Helicoverpa armigera (Rice, 2001) e inhibe el crecimiento de bacterias y hongos patdgenos
(Viollon y Chaumont, 1994, Juven et al., 1994, Mahmoud, 1999), en este sentido, el timol ha
sido utilizado en laboratorio como tratamiento exitoso contra Nosema (Van den Heever et al.,
2016, Maistrello et al., 2008, Costa et al., 2010). Entonces, puede ser una alternativa en el

control de ambas enfermedades (varroasis y nosemosis) en vida libre.

Los nucleos de fecundacion tienen la funcion primordial de albergar a las reinas virgenes durante
el periodo de apareamiento, entonces las colmenas formadoras de nucleos de fecundacion
influyen en la salud de las colmenas donde las reinas seran liberadas. Sin embargo, el
diagnostico y el control de Varroa y Nosema es una practica comun en la apicultura pues
influyen en la rentabilidad de las colmenas, pero hasta donde sabemos no existen reportes que
cuantifiquen y traten las dos enfermedades en las colmenas que son utilizadas para la formacion
de ndcleos de fecundacion (CFNF). Por lo que es nuestra intencién evaluar el tratamiento

convencional 1:5 (timol y azUcar glass) sobre la presencia de Varroa y Nosema en las CFNF.
Materiales y métodos

Ubicacion del area experimental. La investigacion se realizd en el municipio de Tepic,
Nayarit, México ubicado a 21° 51"y 21° 24" latitud norte, 104° 34"y 105° 05' longitud oeste a

915 metros sobre el nivel del mar. En la zona predomina el clima calido subhiimedo con lluvias
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en verano y el semicalido subhtmedo con lluvias en invierno, la precipitacion promedio anual

es de 1,121 mm y la temperatura promedio es de 21.1°C (Fernandez-Eguiarte et al., 2010).

Unidades experimentales. Se muestrearon 5 apiarios con un total de 65 CFNF. Nosotros
definimos a estas colmenas como aquellas cuya principal funcion es el donar bastidores con cria
y abejas jovenes, con la finalidad de poblar colmenas para la fecundacion de abejas reinas
virgenes. Las CFNF estan sometidas a la constante pérdida de poblacién, por lo que no se
utilizan para la produccion de miel, polen, propdleos o jalea real, en este sentido, mantener la
salud de estas colmenas garantizar el buen desarrollo de las reinas que son criadas en los nicleos

de fecundacioén.

Preparacioén y aplicacién del timol. Se utilizé timol cristal previamente pulverizado con una
pureza del 99.0 %. EIl tratamiento consisti6 en la mezcla de timol y de azucar glass 1:5. Para la
aplicacion se prepararon paquetes con 40 g de la mezcla los cuales fueron esparcidos en cuadros
de papel de 20 x 20 cm sobre la camara de cria. El tratamiento se aplic6 en 4 ocasiones con
intervalos de 7 dias.

Obtencidn de muestras y procesamiento en laboratorio. Se recolectaron aproximadamente
300 abejas por colmena tomadas entre el tercer y cuarto bastidor de la camara de cria, se
colocaron en recipientes con alcohol al 70%. Las muestras se colectaron en el dia 0 al principio
del tratamiento y dia 28, 7 dias después del ultimo tratamiento. La cuantificacion de varroas se
realiz6 por la técnica de De Jong et al. (1982) y el nivel de infestacion de Varroa se determin6
dividiendo el nimero de acaros encontrados entre el nimero de abejas observadas y el resultado
multiplicado por 100. La visualizacion de Nosemas fue realizada por la técnica de Cantwell y el
nivel de infeccion de Nosema se determiné dividiendo la cantidad de esporas observadas entre
80 y se multiplic6 por 4 millones (Cantwell, 1970).

Prevalencia y eficacia del tratamiento. La prevalencia de ambas enfermedades se determind
multiplicando el nimero de colmenas con presencia del patégeno (Varroa o Nosema) por 100
y dividido entre el total de colmenas evaluadas (Moreno-Altamirano et al., 2000). El porcentaje
de eficacia se determind mediante la resta del total de patdgenos encontrados inicialmente

menos el total de patdgenos encontrados después del tratamiento dividido entre el total de
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patdgenos encontrados inicialmente y multiplicado por 100 (Moreno-Altamirano et al., 2000).
El indice de aumento se determiné mediante la resta del indice final menos indice inicial

dividido entre indice final y multiplicado por 100 (Llorente et al., 1996)

Analisis estadistico. Para determinar las diferencias entre los niveles de Varroa y Nosema antes
y después de la aplicacién de timol se realiz6 mediante una comparacién de medias con la prueba
t-Student. Se utilizo el Software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 20.00
(IBM, 2011).

Resultados y discusion

La efectividad del timol contra Varroa ha sido demostrada por autores como Llorente et al.
(1996) quienes utilizando 10 g de timol por colmena tuvieron el 92.2% de eficacia, Montano y
Guzman-Novoa (2007) utilizaron 12.5 g obtuvieron 92.1% de eficacia, asi mismo, Bulacio
Cagnolo et al. (2010) obtuvieron un 82.0% de eficacia con 32.12 g por colmena. En el mismo
sentido, de acuerdo a una prueba t-Student, los resultados del presente experimento muestran
que utilizando 8 g de timol por colmena, la eficacia contra Varroa pos tratamiento fue de
85.07%, de 809 a 120 acaros de Varroa totales (p< 0.05) y el nivel de infestacion de Varroa
present6 una disminucion pos aplicacion de timol de 6.06 + 0.68 a 0.84 + 0.14 acaros/100 abejas
(p<0.05). Del mismo modo, la prueba t-Student indicé una disminucion significativa de la
prevalencia de la varroasis en las colmenas evaluadas del 96.92% pre tratamiento al 56.92%
pos tratamiento reduciendo la prevalencia en un 41.27% (p< 0.05) (Tabla 9). Consideramos que
la aplicacién de 8 g de timol en base sélida, es tan eficiente para el control de la varroasis como
las preparaciones en gel y jarabe utilizadas en otros trabajos (Montano y Guzman-Novoa, 2007,
Llorente et al., 1996, Bulacio Cagnolo et al., 2010).

Contrario a la efectividad del timol contra la varroasis, la prevalencia de la nosemosis fue mayor
en 7.4%, de un 76.92% pre tratamiento a 83.08% pos tratamiento (p> 0.05), asi mismo, el nivel
de infeccion de Nosema aumento de 23.5+ 38.0 x10%a 73.4+ 11.0 x10* esporas/abeja, por lo que
se observo un incremento de 67.92% (p< 0.05) (Tabla 9). En este sentido el timol no demostro
ser efectivo en el control de la nosemosis, asi mismo, el aumento del nivel de infeccion no fue

en nameros suficientes para observar la enfermedad clinica en las colmenas. De acuerdo a las
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referencias consultadas, no existe evidencia en la literatura que sustente la eficacia del timol

como tratamiento contra Nosema en vida libre.

Tabla 7. Efecto del tratamiento con timol sobre la cuantificacion de Varroa y Nosema en
colmenas formadoras de nucleos de fecundacion.

. Varroa Nosema
Periodo o o ('?)/OV) Ve - (F;/l;l) s
Pre tratamiento 65 63  96.92a i%_%%a 50  76.92a 23'511039;8-0
Pos tratamiento 65 34 seop 0% 54 8308 ot

TC: Total de colmenas; C+: Colmenas positivas; PV: Prevalencia de Varroa; PN: Prevalencia
de Nosema; NIVC: Nivel de infestacion de Varroa por colmena; NINC: Nivel de infeccion de
Nosema por colmena; (a, b) Literales diferentes por columna indican diferencias significativas
(p<0.05).
En condiciones controladas de laboratorio, donde las abejas inoculadas fueron mantenidas bajo
la ingesta de timol periddicamente, los resultados indicaron que el timol redujo en un 40% la
cantidad de Nosema con concentraciones de 4, 40, 400 uM (Van den Heever et al., 2016), asi
mismo, se han observado efectos similares con concentraciones de timol de 0,12 mg/g,
encontrandose 8.8% después de 25 dias pos tratamiento (Maistrello et al., 2008), del mismo
modo Costa et al. (2010) indica que cuando se alimenta a las abejas parasitadas con Nosema y
se les alimenta con timol a una concentracion de 0.1 mg/g ya sea en jarabe o caramelo la

infeccion se reduce un 50%.

Los resultados obtenidos fueron contradictorios, pues en el presente estudio se utilizaron
cantidades superiores (1,331 mM) de timol a lo reportado, encontrando un incremento de la
enfermedad en las colmenas, posiblemente, por las condiciones en que Van den Heever et al.
(2016), Maistrello et al. (2008) y Costa et al. (2010), realizaron sus investigaciones mientras
que esta investigacion se realiz6 a nivel de campo en condiciones naturales permitiendo la
entrada y salida de las abejas, la obtencion de alimentos ad libitum y el intercambio de
secreciones entre las abejas obreras, razones por las que los resultados en vida libre difieren,
pues existen factores que permitieron el mantenimiento y desarrollo de Nosema. se cree que
después del tratamiento contra Varroa mediante el uso de timol las condiciones de las abejas

mejoraron, aumentando la cantidad de hemocitos y mejorando el metabolismo de las proteinas
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de la hemolinfa (Le Conte et al., 2010) y como consecuencia se favorece el desarrollo de
Nosema, es posible que en experimentos controlados no se pueda observar este fendmeno,
debido a la limitacion por una dieta especifica y controlada, lo que posiblemente limita el

crecimiento del hongo dentro de los hospedadores.

Si se tratan las abejas con timol, la cantidad de Varroa disminuye y no hay competencia entre
patdgenos por los nutrientes, aumenta la condicion corporal de las abejas y entonces Nosema
prolifera (Williams, 2009). De lo anterior se puede hipotetizar que el incremento de la
prevalencia nosemosis Yy el nivel de infeccion de Nosema después del uso del timol fue un efecto
secundario por la disminucién de la presencia de Varroa. La ineficacia del timol contra la
nosemosis también esta soportada por trabajos previos donde se concluy6 que el timol no es
limitante para el desarrollo de Nosema al incorporarse 15 mM y 30 mM de timol en la dieta
de orugas, obteniendo un decremento del 53,8% y 59.2% de Nosema vespula respectivamente
(Rice, 2001).

Conclusion

Se concluye que el timol es eficaz contra varroasis pero no contra nosemosis en colmenas a

nivel de campo y en condiciones naturales.
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Capitulo 4. Seleccion morfométrica y fenotipica de las poblaciones abejas predominantes

en colmenas formadoras de nucleos de fecundacion.

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un esquema para seleccionar morfotipos basado
en la cuantificion mejores caracteristicas deseables de las colmenas. Se evaluaron 67 colmenas
a las cuales se les identificaron los morfotipos de abejas, cuatro comportamientos productivos
de las abejas (comportamiento higiénico, defensivo, forrajero y condicion de la colmena) y la
tasa de infestacion de Varroa, los cuales fueron evaluados en 4 ocasiones con un intervalo de 7
dias. Los resultados indicaron que el 87.69 % de las colmenas evaluadas presentaron un
morfotipo hibrido, 17.6 % europeo y el 4.6 % africano. No se encontrd correlacion entre los
morfotipos y los comportamientos (p> 0.05), por lo que de acuerdo a su comportamiento se
encontraron 7 fenotipos perteneciendo el 12.3% al fenotipo A, 4.61 % al B, 9.23 % C, 3.07 %
al D, 21.53 % al F, 1.53 % al G, siendo el fenotipo E el méas predominante con 47.69%. Se
concluye que existe una variacion fenotipica en las poblaciones evaluadas, por lo que
consideramos que el fenotipo E es el mas adecuado para la seleccion ya que presento un bajo
porcentaje de comportamiento defensivo, un alto comportamiento higiénico y una baja tasa de

infestacion de Varroa.

Introduccion

En la actualmente en México existen cerca de 45 mil productores (SAGARPA, 2016), los cuales
tienen la necesidad de adquirir abejas reinas, por lo menos una vez al afio. EI cambio de abejas
reinas se incremento desde que aparecieron las abejas africanizadas (Javier y Euan, 2011); la
importancia del cambio de abejas reinas longevas por jévenes, radica en aumentar la produccién
de miel, ya que las abejas reinas jovenes tienden a ser més fértiles, incrementando la poblacion
de abejas obreras y por ende la capacidad de una colmena para introducir néctar, lo que se ve

reflejado en el volumen de produccién de miel (Corbella y Guerrero, 1992; Collins, 2004).

El cambio de abejas reinas es un proceso critico dentro de la produccion de miel, ya que de ello
depende la productividad de las colmenas (Guzméan-Novoa et al., 2013). Los criadores de abejas

reinas carecen de las tecnologias para seleccionar, reproducir e identificar las caracteristicas del
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comportamiento esenciales para el manejo y desarrollo de las colmenas, es por esto, que los
criadores optan por la obtencion de reinas de otros paises o estados de la republica, lo que
conlleva la introduccién de nuevos especimenes (Agropecuarias, 2010). Dichos especimenes no
logran adaptarse a las condiciones naturales donde son introducidas, lo que propicia variacion
en sus caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y de comportamiento, dando lugar a distintas
subespecies 0 ecotipos de abejas (Guzman-Novoa et al., 2013).

La cria de abejas reinas es una actividad primordial para la apicultura en todo el mundo, pues
de ellas dependen las caracteristicas como el comportamiento higiénico, forrajero y defensivo
de las futuras generaciones (Rosero y David, 2006). Estas caracteristicas son de importancia
para el apicultor, debido a que la primera estd relacionada con la resistencia a diversos
patdgenos, la segundo con la produccion de miel y la ultima relacionada con el manejo de las
colmenas (Andere et al., 2011, Smith, 1991). En este sentido, la seleccién y conservacion de
poblaciones de abejas locales, mediante evaluaciones morfoldgicas, biogeogréficas, fenotipicas,
sanitarias y moleculares son de importancia para determinar la expresion de las caracteristicas
simples y complejas de la naturaleza de las abejas (Schuster y Cruz, 2004), por lo que es

fundamental cuntificar las caracteristicas deseables a seleccionar (Page Jr y Peng, 2001).

El mejoramiento de la productividad de las poblaciones de abejas radica en promover el
desarrollo de verdaderos ecotipos en los distintos ambientes ecolégicos, creando una importante
diversidad genética, lo que es fuente de riqueza invalorable para el trabajo de seleccion (Cobey
et al., 2012). Es por ello, seleccionar poblaciones de abejas mediante estudios morfométricos,
fenotipicos y sanitarios, nos permitird obtener colmenas mejor adaptadas y altamente
productivas. El objetivo de esta investigacion fue identificar el morfotipo predominante y
fenotipo con mejores indices de productividad.

Materiales y métodos

Localizacion y fuente de la informacidn. La presente investigacion se realizo en el municipio
de Tepic, Nayarit, el cual se ubica a 21° 51'y 21° 24', de latitud norte y 104° 34' y 105° 05' de
longitud oeste y a 915 metros sobre el nivel del mar. En el municipio predominan dos tipos de
clima; el céalido subhiumedo con lluvias en verano y el semicélido subhiimedo con lluvias en

invierno. Se observa que en promedio la temperatura en verano es alrededor de 24.0 °C y el mas
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frio en invierno con temperaturas promediando 17.8 °C. La precipitacion promedio anual es de
1,121 mm y la temperatura promedio es de 21.1 °C (Fernandez-Eguiarte et al., 2010)

Tamano de la muestra. Se evaluaron 65 colmenas al azar, lo que correspondié a una proporcién
del 30% de un total de 300 colmenas destinadas para un sistema de cria de reinas con un ajuste

a la pérdida del 10%, un nivel de confianza del 95% y una precision del 10%.

Toma de muestras. Se obtuvieron muestras de entre 200 y 300 abejas adultas en recipientes de
plastico con alcohol al 96%, dichas muestras fueron resguardadas en un congelador a -20°C
hasta su uso; el diagnostico sanitario y morfométrico se determinaron en el Laboratorio de
Parasitologia y el Laboratorio de Biologia Funcional ambos de la Unidad Académica de
Medicina Veterinaria de la Universidad Autdnoma de Nayarit.

Parametros de evaluacion. A cada una de las colmenas se les identificaron el morfotipo de
abejas (M) y se les evaluaron parametros fenotipicos como: el comportamiento higiénico (CH),
forrajero (CF), defensivo (CD) y su Condicién (CC) y la tasa de infestacion de Varroa, cada
uno de estos parametros del comportamiento fueron evaluados en 4 ocasiones con un intervalo
de 7 dias.

Micrometria de las abejas. Para determinar el tipo morfolégico de las abejas (morfotipo) se
utilizé el Sistema Répido de Identificacion de la Abeja Africana (FABIS, por sus siglas en
inglés) (Sylvester y Rinderer, 1987). Por colonia se diseccion¢ el ala anterior derecha de 10
abejas obreras; las alas se montaron entre dos porta objetos de cristal y se observaron en un
microscopio estereoscopico con un ocular micrométrico a una escala 1:1.153. Para el
establecimiento de los morfotipos la longitud del ala se multiplicé por 1.153, se calculd el
promedio por colmena y finalmente las colonias con un promedio por encima de 9.001 mm se
clasificaron como europeas, mientras que aquellas con un promedio por debajo de 8.968 mm se
clasificaron como africanizadas y las colonias con promedios entre 8.968 y 9.001 mm se

consideraron hibridas.

Criterios fenotipicos. De acuerdo a su importancia los comportamientos fenotipicos se
calificaron con un indice de 100%. Por lo que para el CD y CH se le dio un valor 40% a cada

uno y para CF y CC un 10% a cada uno.
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Comportamiento higiénico. Mediante un cortador circular de siete centimetros de didmetro se
marco el panal para delimitar el area de perforacion, posteriormente se sacrificaron las crias con
un alfiler al centro del opérculo hasta el fondo de la celda y se tomd nota de cuantas se
sacrificaron en dicha zona. A las 24 horas de la perforacion se realizo la lectura. El porcentaje
de higiene se evalu6 mediante la siguiente formula: este parametro se determind mediante la

division del namero de celdas limpiadas entre el total de celdas pinchadas y dividido entre 100.

Comportamiento defensivo. EI comportamiento defensivo de la abeja se realizo empleando el
método de la bandera descrito por (Collins y Kubasek, 1982) con modificaciones por lo que no
se hizo uso del isopentil acetato. Las banderas de 5x5 cm se colocaron delante de las piqueras,
se agitaron suavemente hasta que se obtuvo la primera picada momento en el que inicio el conteo
del tiempo (60 segundos), al finalizar el tiempo las banderas fueron colocadas en bolsas de papel
las cuales eran rotuladas con el numero de la colmena. Las muestras fueron trasladadas al

Laboratorio de Biologia Funcional donde se contabilizaron los aguijones.

Comportamiento forrajero. La ganancia de peso, se realiz6 mediante la identificacion de un
panal de almacenaje de miel el cual fue marcado y pesado durante cuatro semanas, procurando
que sea el mismo horario de pesaje, se estimd el promedio de introduccién de néctar, esta
metodologia nos permitié cuantificar la capacidad de produccién de una colmena. La
introduccién de néctar se determiné dividiendo el peso total obtenido entre en nimero de veces

que se muestreo.

Condicion de la colmena. Se midi6 mediante el nimero de panales funcionales dentro de la
colmena, en este sentido las colmenas se clasificaron por el nimero de cuadros cubiertos por
abejas (considerando ambas caras del cuadro), este parametro nos permitid estimar la fortaleza
de las colmenas. (Cobey et al., 2013), por lo que se le asigno la categoria 1 (Buena) a las
colmenas que tuvieron mas 7 bastidores funcionales, 2 (Regular) de 4 a 7 bastidores funcionales

y 3 (Mala) a las colmenas con menos de 4 bastidores funcionales.

Diagnostico Varroa. La tasa de infestacion de Varroa se determind de acuerdo a la técnica de
De Jong et al. (1982), donde el conteo total de acaros dividido entre el numero de abejas

analizadas y multiplicado por 100.
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Anélisis estadistico. Para determinar las diferencias fenotipicas entre los apiarios se realizé una
comparacion de medias con una prueba de ANOVA de un factor. Se realizd un anélisis de
correlacion entre las variables en estudio mediante una correlacion de Pearson. Para determinar
los fenotipos se realizo un andlisis de conglomerados K medias y conglomerados jerarquicos.
Para ello, se utilizé el Software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 20. 0
(IBM, 2011).

Resultados

Del total de colmenas evaluadas en la presente investigacion el 13.4% presentaron una alta
agresividad, 23.9% agresividad, 28.3% mediana agresividad, 29.8% docilidad y Gnicamente el
8.9% presento una alta docilidad. EI 3% de la poblacion presento baja higiene, 1.5% regular
higiene, 23.9% mediana higiene, 29.8% higiene, 41.8% alta higiene, observandose que las
abejas predominantes presentan un comportamiento higiénico considerable. El 14.9% de las
colmenas evaluadas presentaron una baja produccion, 44.7% presentaron una regular
productividad, 26.8% una mediana productividad, 10.4% productivas y Gnicamente el 2%
presentaron una alta productividad. El 14.0% de las colmenas evaluadas presentaron una mala
condicion es decir menos de 4 bastidores cubiertos con abejas, 68.0% presentaron una condicién
regular por lo tanto tenian entre 4 y 7 bastidores y solamente 18.0% presentaron una alta
condicion por lo que tenian més de 7 bastidores con abejas. Se encontr que el 97.2 de las

colmenas evaluadas presentaban la presencia de Varroa.

De acuerdo al método de FABIS 87.69% de las colmenas evaluadas presentaron un morfotipo
hibrido, el 7.6% de morfotipo europeo y Unicamente el 4.6% presentaron morfotipo africano.
Se encontr6 que el morfotipo hibrido fue el mas predominante en el area de estudio y el
morfotipo africano Unicamente se encontro en el apiario 3 y 5, el morfotipo europeo se encontroé

en todos los apiarios (Tabla 10).
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Tabla 8. Numero y porcentaje de colonias con morfotipo africano, europeo e hibrido en

los apiarios evaluados
Fenotipo 1 2 3 4 5

Africano -—-- - (2) 12.50% (1) 6.67%
Hibrido (1) 83.33% (16) 94.12% (13) 81.25% (10) 90.91% (13) 86.67%
Europeo (5) 16.67% (1) 5.88% (1) 6.25% (1) 9.09% (1) 6.67%

De acuerdo al comportamiento fenotipico las poblaciones de abejas se agruparon, por lo que
identificamos que las variables CF y M no representaron discriminacion (p> 0.05), en
comparacion con las demas variables (Tabla 11). En cuanto a los grupos jerarquicos, Si se
encontraron diferencias significativas (p< 0.05) entre las variables CC, CD, CH, pero no se

encontraron diferencias significativas (p> 0.05) entre las variables CF, M (Tabla 12).

Tabla 9. Identificacion de variables discriminantes de los grupos fenotipicos

Variables F Sig.
CcC 2.293 .047
CD 20.042 .000
CH 39.203 .000
TIV 7.214 .000

M 1.084 .383
CF 1.643 152

CC: Condicién de la colmena, CD: Comportamiento defensivo, CF: Comportamiento forrajero, CH:
Comportamiento higiénico, TIV: Tasa de infestacion de Varroa, M: Morfotipo.

Tabla 10. Media de las variables estudiadas entre grupos jerarquicos

Fenotipos
Variables A B C D E F G
N 8 3 6 2 31 14 1
6.98 1653 717 5.16 4.09 5.90 2514
TIVVIC) 11142 +227b  +251a  +217a  068a  +l4la  +0.00c
cc o) 771 5.02 8.76 9.16 8.40 8.31 6.11
+0.42 a +1.44 ab +0.58 a +0.83 ¢ +0.22 ac +0.39 ac +0.00 ab
D %) 10.00 37.33 12.00 28.00 22.96 30.85 40.00
+130a  +266c  +178a  +400b  #109b  +1.64bc  +0.00c
CF (%) 450 2.66 5.00 7.00 5.03 5.14 2.00
+090a  +066b  +085a  #100c  +0.30a  +050a  +0.00b
CH (%) 37.00 37.33 22.66 8.00 37.42 26.28 24.00
+146a  +266a  +133b  #000c  +0.68a  +1.00b  +0.00b
\ 1.75 2.00 2.00 2.00 2.00 2.07 2.00
+016a  #000a  +000a  #000a  #0.07a  +007a  +0.00a

N: Numero de colmenas pertenecientes

al grupo jerérquicos, CC: Condicién de la colmena, CD:

Comportamiento defensivo, CF: Comportamiento forrajero, CH: Comportamiento higiénico, TIV: Tasa de
infestacion de Varroa, V/C: varroas por colmena M: Morfotipo (1: Africano, 2: Hibrido, 3: Europeo), VC:

Varroa por colmena, a, b Literales diferentes por fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Se encontraron 7 fenotipos de los cuales el 12.3% pertenecieron al fenotipo A, 4.61% al fenotipo

B, 9.23% al fenotipo C, 3.07% al fenotipo D, 21.53% al fenotipo F, siendo el fenotipo E el méas

predominante con 47.69% y el fenotipo G con menor presencia con el 1.53%. Se determiné que

el morfotipo E es el que mejores caracteristicas fenotipicas presentaron (Tabla 13).

Tabla 11. Media de las variables estudiadas pertenecientes a los 7 fenotipos de abejas en las
colmenas evaluadas.

FENOTIPO  N.COLMENAS cC CD CF CH TIV
%) (%) (%) %) (viC)
A 8 (12.3%) 7 8 2 40 11
B 3 (4.61)% 8 40 4 40 19
c 6 (9.23%) 7 8 4 16
D 2(3.07) 10 24 6 8
E 31 (47.69%) 10 24 6 40
F 14 (21.53%) 9 32 4 24 10
G 1(1.53%) 6 40 2 24 25

C C: Condicion de la colmena, CD: Comportamiento defensivo, CF: Comportamiento forrajero, CH:
Comportamiento higiénico, TIV: Tasa de infestacion de Varroa V/C: varroas por colmena

Finalmente no se encontraron diferencias (p> 0.05) entre los comportamientos fenotipicos en

relacion con los apiarios.

Tabla 12. Media de las variables estudiadas entre apiarios.

Apiario
1

gk W N

cc cD CF CH TIV
(10%) (40%) (10%) (40%) (VC)
8.7t05a 320+29a 6.0:051a 25.3t13a 4.9t20a
8.3t0.4 a 21.6+2.1a 5.6+0.62 a 32.4+16a 7.1+14a
8.4+0.2 a 23.0£2.3 a 4.8+0.44 a 315+3a 65+13a
8.0+0.3a 254432 a 4.3:t052 a 34.1+18a 53+2.0a
7.7+0.4 a 19.7¢2.3a 4.0:0.27 a 35.2+1.3a 524512 a

C C: Condicion de la colmena, CD: Comportamiento defensivo, CF: Comportamiento forrajero, CH:
Comportamiento higiénico, TIV: Tasa de infestacion de Varroa V/C: varroas por colmena, a, b Literales

diferentes por columna indican diferencia estadistica significativa (p<<0.05).

Mediante la correlacion de Pearson se encontrd una correlacion negativa (p< 0.05) entre el CH

y la presencia de Varroa. Por otro lado no encontramos correlacion entre el CH y el CD

sucediendo lo mismo con el CF y el CD (p> 0.05).
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Discusion

En diferentes investigaciones en México se han encontrado porcentajes altos del morfotipo
africano con valores que van de 91.49% en Mexicali, 67.65% en Ensenada (Alaniz-Gutiérrez et
al., 2016), 44.0% en Baja California (Zamora et al., 2008), 42.4% en regiones del norte de
México (Medina Flores et al., 2015), asi mismo, se observé que en Zacatecas existe una
frecuencia similar de morfotipos africanos de un 22.5% y en Baja California Sur de 21.0%
(Rubio et al., 2003a), en este sentido, se ha observado que ha incrementado el proceso de

introgresion de genes africanizados en las poblaciones de abejas en el pais.

En este estudio se encontrd la presencia del morfotipo hibrido lo que provoco que el 13.4% de
la poblacion evaluada presentara una alta agresividad, 23.9% agresividad, 28.3% mediana
agresividad, 29.8% docilidad y unicamente el 8.9% presento una alta docilidad, en este sentido
creemos que hay un alto indice de introgresion del morfotipo africano lo que pudo ser por via
paterna, principalmente a traveés del apareamiento entre reinas virgenes y zanganos de origen
africano producidos por colonias silvestres (Clarke et al., 2002). Este proceso de africanizacion
de las colonias explica por qué en esta investigacion se clasificaron mas colonias hibridas por
medio del analisis morfométrico. En contraste, este trabajo es comparado con otros trabajos
realizados en Yucatan y Tabasco (Contreras-Ramirez et al., 2016, Esquivel Rojas et al. 2015),
donde observaron que menos del 50% de las colonias evaluadas presentaron bajo CD. En este
mismo sentido, Salamanca Grosso, (2009) encontr6 en Medellin, Colombia y Rojas et al. (2015)

en Gliemes, Tamaulipas resultados similares a los que se reporta en este trabajo.

La africanizacion en los apiarios estudiados tiene consecuencias directas en la productividad,
debido a que los apicultores abandonan la actividad o reducen su nimero de colmenas por la
dificultad para encontrar sitios apropiados para ubicar sus apiarios, ademas que tener abejas
agresivas aumenta los costos de produccion porque obliga a los apicultores a ubicar sus apiarios
en sitios mas remotos, con el consecuente aumento en los costos de transportacion y de mano
de obra, en este sentido Rubio et al. (2003b) indican que los costos también aumentan por
concepto del uso de equipo de proteccion adicional. Sin duda, el comportamiento altamente

defensivo es la caracteristica mas indeseable de las abejas africanizadas.
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Los principales mecanismos primarios de la resistencia de las abejas meliferas ante ciertas
enfermedades de origen bacteriano, parasitario y flngico es el denominado comportamiento
higiénico (Rothenbuhler, 1964), el cual se puede definir como la habilidad que tienen las abejas
obreras para detectar, desopercular y remover las crias enfermas desde la cdmara de cria hacia
el exterior de la colmena (Gilliam et al., 1983), en esta investigacion se observé que el 41.8%
de las colmenas evaluadas presentaron alta higiene, 29.8% higiene, 23.9% mediana higiene,
1.5% regular higiene y el 3% baja higiene, es decir, que las abejas predominantes en la region
presentan un comportamiento higiénico considerable en comparacion con un estudio realizado
en Venezuela con colmenas africanas donde encontraron que el 17.0% de las colonias
presentaron una leve manifestacion del CH con valores promedio menores al 75.0%, mientras
que el 24.0% de las colonias presentaron un CH moderado con una tasa de remocién de pupas
muertas entre 75.0 y 95.0 % Principal et al. (2008).

El bajo CF de las colmenas se vio reflejado en la baja productividad de las colmenas, lo que
pudo ser afectado por la CC ya que el 68.0% de la poblacion presentaron una CC regular es
decir que tenian entre 4 y 7 bastidores; otro factor que pudo influir en el desarrollo de las
colmenas fue la presencia de paréasitos, ya que el 97.2% de las colmenas tuvieron la presencia
de Varroa, estos resultados se contraponen a los obtenidos por Cobey et al. (2012), por lo que
menciona que ha mayores valores en el comportamiento higiénico reducen la incidencia de
enfermedades, sin embargo, en esta investigacion a pesar que se encontrd que Unicamente el
3.0% de las colmenas con un bajo CH se encontr6 una alta presencia de Varroa. En este sentido
consideramos que la baja productividad se debi0 a factores externos como el mal manejo de las
colmenas Y la alta presencia de patdgenos se debi6 al intercambio de bastidores infestados de

una colmena a otra o de un apiario a otro.

A pesar que se ha sugerido que la resistencia a enfermedades y el CD son aspectos del vigor
basico de las abejas las cuales podrian estar correlacionados (Collins y Rinderer, 1991), en
nuestra investigacion no encontramos correlacion entre el CD y los niveles de infestacion de
Varroa, del mismo modo, no se encontro un a correlacion en entre el CD y el CH concordando
con los resultados obtenidos por Andere et al. (2011) y diferentes a los encontrados por

Rothenbuhler (1964) donde observé que la linea Brown utilizada por él para los estudios
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iniciales de CH presentaba una mayor CD, sin embargo, en cuanto la correlacion entre el CD y
CF coincidimos con los resultados obtenidos por Rubio et al. (2002) donde no encontraron
ninguna relacién entre el CD y la produccion de miel.

En base a lo anterior la seleccion fenotipica nos proporciona fuertes evidencias de que la
identificacion de poblaciones de abejas mediante caracteristicas higiénicas, defensivas,
forrajeras y con resistencia a enfermedades, incrementa la posibilidad de encontrar ecotipos
mejor adaptados a los diferentes ambientes donde se desarrollan, posibilitando asi la formacion
de colmenas con caracteristicas deseadas mediante retrocruzamientos, por lo que se pudiera
reducir la introgresion de genotipos poco deseados, de este modo se puede contribuir a la
disminucion del CF y al aumento del CH, lo que mejoraria las condiciones de las colmenas, lo

que se pudiera reflejar en el incremento de la produccion de miel de las poblaciones de abejas.

Conclusion

Se determiné que el morfotipo hibrido es el predominante en los apiarios de estudio, se
encontraron 7 fenotipos, por lo que consideramos que el morfotipo E es el mas adecuado para
la seleccion ya que presento un bajo porcentaje de CD, una un alto CH y una baja tasa de

infestacion de Varroa.
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3. CONCLUSIONES

Se concluye que en las colmenas destinadas para la formacién de ndcleos de fecundacién tienen
mayor presencia de varroasis y nosemosis en invierno encontrandose en los rangos obtenidos
en colmenas destinadas para la produccion de miel se encontr6é una correlacion positiva entre
Varroa y Nosema por lo que se observo un incremento de la nosemosis en presencia de Varroa
y la acariosis se consider6 como una enfermedad exotica en la region de estudio. En cuanto la
varroas se determino que el 100% de los acaros evaluados pertenecen a la especie V. destructor.
Se encontraron 8 morfotipos de claramente diferenciados, lo que nos permitié comprender la
variabilidad morfométrica intraespecifica de V. destructor en poblaciones de A. mellifera
geogréficamente relacionadas. Se observé una plasticidad positiva correlacionada entre el
acaricida y la disminucion Del largo del escudo genital, entonces la plasticidad pos tratamiento
es resultado de la adaptacidn debida a la presion de seleccion impuesta por el acaricida, teniendo
indicios de que el acaro se adapta mediante su variabilidad morfoldgica a las acondiciones
adversas para su sobrevivencia y a las colonias de abejas que parasitan. El uso de timol fue
eficaz contra la presencia de Varroa, aunque no contra la de Nosema; esta Gltima se vio
incrementada probablemente debido a la disminucion de Varroa. El aumento de Nosema no fue
en numeros suficientes para desarrollar la enfermedad clinica por lo que no influyé de forma
negativa en el peso abdominal de las abejas. Respecto a la seleccion se determino que existe una
variacion fenotipica en las poblaciones evaluadas, por lo que se encontraron encontraron 7
fenotipos, por lo que consideramos que el morfotipo E es el mas adecuado para la seleccién ya

que presento un bajo porcentaje de CD, una un alto CH y una baja tasa de infestacion de Varroa.
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